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Pharmaceutical preparations for the stabilization of interferon alpha. 
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Abstract 

The pharmaceutical forms are intended for topical administration and employ as vehicle for and stabiliser of 
the active ingredient a composition which specifically confers special stability on the active ingredient IFN 
alpha. The forms are essentially composed of hydroxyethyicellulose and gelatin and preferably contain 
highly purified IFN alpha which has been prepared by DNA recombination as active ingredient. 

12 



Data supplied fromi the esp@cenet database 



../abstract?C Y-ep&LG-en&PNP-EP023 1 8 1 6&PN-EP023 1 8 1 6&CURDRA W-O&DB-EPD&l 1 /2 1 /GO 




© Veroftentlichungsnummer: 0 231 816 

A2 

© EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 87100792.8 ® Int. CI.": A61K 45/02 , A61 K 47/00 

© Anmeldetag: 21.01.87 



® Prioritat: 05.02,86 DE 3603444 


© Anmelder: Dr. Karl Thomae GmbH 


® Verdffentlichungstag der Anmeldung: 


Postfach 1755 


D-7950 Biberach (Riss)(DE) 


12.0a87 Patentblatt 87/33 


® Benannte Vertragsstaaten: 


@ Erfinder: Franz, Helmut, Dr. 


Obere Au 2 


AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU ML SE 


D-7950 Biberach 1(DE) 



® Pharmazeutische Zubereltungsformen zur Stabilisierung von Interferon alpha. 



® Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind pharmazeutische Zubereltungsformen fur die topische Anwen- 
dung zur Stabilisierung des darin enthaltenen Wirkstoffs Human Interferon alpha (IFN alpha),wobei als Wirk- 
stofftrager und Wirkstoffstabilisator eine neuartige Komposition eingesetzt wird. die speziell dem therapeutisch 
'aktiven Wirkstoff IFN alpha eine besondere Stabilitat verleiht. Im Einzelnen bezieht sich die Erfindung auf 
Zubereltungsformen, die Im Wesentlichen aus Hydroxyathylceltulose und Gelatine 'zusammengesetzt sind und 
die als therapeutisch aktiven Wirkstoff vorzugsweise hochgereinigtes IFN alpha enthalten. welches durch DNA- 
Rekombination hergestellt wurde. 
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Pha rmazeutische Zubereitunqsformen zur Stabilisieruna von Interferon atpfya 

Abhangig von ihren biologischen und chemischen Bgenschaften und ihrem Syntheseort warden 
Human-lnterferone und Interferone ailgemein in drei Gnjppen unterteilt. die mit Interferon alpha. Interferon 
beta und interferon qamma bezeichnet werden entsprechend IFN <?lnha. ifn beta. IFN ga^ma. Dor 
Syntheseort von IFN alpha, auf das sich die voriiegende Erfindung bezieht. sind die Leucozyten. "die nld^ 
5 Stimulation oder induktion durch entsprechende Induktoren (z. B. Viren oder poly I* poly C)) IFN alpha 
synthetisieren und freisetzen. Mit geeigneten DNA-Sequenzen transformierte Bakterien konnen IFN aJpha 
synthetisieren. die eine dem genurnen Human IFN alpha analoge biologische Aktivrtat besitzen. mit dem 
Vorteil. dai3 hochgereinigte und im V/esentlichen von Kontaminationen freie Proteine in vergleichsweise 
gro/Jen Mengen erhalten werden konnen. die fur die klinische Anwendung. z.B. gegen verschiedene 
70 Virusinfektionen und Malignome, einsetzbar sind. 

Alle bekannten Interferone wirken antiviral, antiproliferativ und -jedoch verschieden stark -immunmodu- 
lierend- Anfanglich als antivirales Agens erkannt. wird heute ihr the rape utischer Nutzen auch als 
antjneopJastisches Mittel gesehen. 

HinstchtJich Wirkungsqualitat und Nebenwirkungsrate kommt der Applikationsroute eine besondere 
/5 Bedeutung zu. Gerade bei der systemischen Anwendung von Interferonen imponieren die Nachteile. da si^ 
nicht nur das Zielgewebe, sondenn auch gesunde. nicht infizierte oder nicht transformierte Zellen ode™ 
Organe en-eichen und beeinfluflen und daher Nebenwirkungen erzeugen. die einem intravendsen oder 
intramuskularen Einsatz entgegenstehen konnen. Auflerdem zeigte die systemische Applikation nicht icnmer 
die enftrunschte Effektivitat. In einzelnen Fallen mag eine direkte Injektion zwar moglich seen, das Mittei der 
20 Wahl, z. B. bei Virus - oder tumorbedingten maJignen oder anderen mit Interferon therapiert>aren Erkrankun- 
gen. die einer auBertichen und lokalen Behandlung zuganglich sind (z. B. Haut. Augen, Nase). ist aber eher 
die toptsche Anwendung von interferon bzw von IFN alpha, auf das sich diese Erfindung bezieht. In jungster 
Zeit wurde von verschiedenen Seiten Qber die topische Applikation von Human-Leucocyten-lnterferon, 
synonym mit IFN alpha, berichtet, wobei uben^schenderweise eine hohe Erfolgsquote bei verschiedenen^ 
25 malignen Erkrankungen festgestellt werden konnte (z. B. Ikic et al, Lancet. 1022-24. 1981. Vol.1 ; Ikic et al., 
Lancet 1025-27. 1981, Vol.1). Es ist abzusehen. dafl der topischen Anwendung von Interferon alpha zur 
Behandlung verschledener viraier oder tumorbedingter Erkrankungen in Zukunft ein zunehmender medizini- 
scher Steilenwert zukommen wird. 

Mit der topischen Anwendung von IFN alpha aJs auch atlgemein von Interferonen sind unter ver- 
30 schiedenen Gesichtspunkten erhebliche Schwierigkeiten verbunden. Unter dem Gesichtspunkt der 
pharmazeutischen Formulierung ist zu fonjem. daB das biologisch aktive IFN alpha eine genugend hohe 
Stabilitat erhalt urn uber eine ausreichend lange Zeit sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 
Korpertemperatur zu wirken bzw. uber einen geeigneten Zeitraum von mehreren Stunden "in situ" wirksam 
zu bieiben. Bekannt ist. daB IFN alpha ein sehr temperaturinstabiles Protein ist. Erhebliche Aktivrtatsverluste 
35 von bis zu 80% wurden innerhalb von wenigen Wochen bei 4* C bei einem Human-Leucocyter>-!nterferonA 
hattigen Gel beobachtet. das als Gelkomponente Carboxymethylceilulose enthielt (Moiier B.R. et aJ 
Obstetrics & Gynecology 62, 625-629. 1933) und fur die topische Anwendung zur Behandlung des 
Carcinoma in situ der Cervix eingesetzt wurde. 

Die daher notwendigen stabilitatserhaftenden Komponenten mussen so beschaffen sein, 6aB sie weder 
40 Unvertraglichkeitsreaktionen am Ort der Applikation veoirsachen. denkbar durch Wirkung von biologisch 
aktiven Fremdsubstanzen. noch die Penetration von IFN alpha beeintrachtigen oder die Diffusion verhin- 
dem. 

In der letzten Zeit wurden verschiedene Komponenten zur Stabilisierung von Interferon benutzt, wobei 
Estis. Evans und Testa Hydroxyathylcellulose ais Tragemnaterial zur Herstellung von Interferon-haltigen 
45 Gelen oder Salben eingesetzt haben, aber erhebliche Aktivitatsverluste von IFN alpha. IFN beta oder IFN 
gamma unter anwendungsrealistischen Bedingungen nur durch Zusatz eines Protease! nhibitors vertiindem 
konnten (EP-A-0 142 345). 

Dem Fachmann ist bekannt dafl mit Hydroxyathylcellulose ein zur Herstellung von Gelen dieser oder 
auch anderer Art bestgeeignetes Mittel. z. B. aufgrund seiner Hitze stabilitat, vorliegt und kommerziell 
50 erhaltJich ist 

Der besondere Vorteil von Hydroxyathylcellulose zur Herstellung einer IFN alpha-hartigen Matrix llegt 
gegenuber anderen Tragem darin, dai3 sie bei Siedetemperatur von Wasser nicht koaguliert bzw. geliert 
gut wasserloslich ist. und daiS die Viskositat einer solchen Losung mit abnehmender Temperatur zunimmt 
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Eine Stabilisierung von Interferon bzw. von IFN alpha durch Hydroxyathylcellulose alletn und unter 
physiologischen Temperaturen ist nicht zu erreichen. Auch tst dem Fachmann bekannt, dafl nicht hochge- 
reinigte und daher kontaminierte Proteinpraparate -wie z.B. Interferone - unter geeigneten Bedingungen der 
Hydrolyse durch Proteasen ausgesetzt sind. Andere Versuche, in pharmazeutischen Praparaten enthaltene 

5 Interferone eine geeignete Stabilitat zu verleihen, wurden von Akagi, Miura und Hoshino (EP-A-0 150 067) 
mit von Hydroxyathylcellulose chemisch unterschiedlichen Poiysacchariden. wie Dextran und Hy- 
droxyathylstarke unter Zusatz von Human Serum Albumin, von Mono-Oder Disacchariden oder von 
Aminosauren durchgefuhrt, wobei Praparate vornehmlich fur die parenterale, systemische Anwendungsroute 
via intravenoser oder Intramuskularer Injektion beschrieben wurden. Daruber hinaus wurde von Terano nur 

70 alletn auf Basis einer chemisch modifizierten Gelatine,. ebenfalls fur ein zu injizierendes pharmazeutisches 
Interteron-Praparat, eine Stabilisierung von Interferon in wassriger Losung beschrieben, um damit Human 
Serum Albumin als bekanntes Interferonstabilisierendes Mittel fur die Injektion zu substituieren (EP-A-0 162 
332). Es ist dem Fachmann seit langem bekannt, da/3 Gelatine per se einen auf Interferone stabllisierenden 
Effekt aufweist (Sedmak J.J. and Grossberg. S.E. Tex. Rep. Biol, fyled. 41, 274-279, 1982), und daiS Gelatine 

15 und chemisch modifizierte Derivate davon auf einige andere biologische Proteine einen gewissen stabllisie- 
renden Effekt ausuben (z.B. DE-A-I 118 732. EP-A-0 156 242). 

Fur die Stabilisierung von Interferon in Gelen, Salben, Suppositorien, Sprays usw. zur topischen 
Anwendung sind auch verschtedene Zuckeralkohole wie Glycerol, Erythoritoi, Arabitol. Xylitot, Sorbitol und 
Mannitol sowie verschtedene Zuckersauren wie tduronsaure, Galacturonsaure und andere 

20 Uronsauren,Ascorbinsaure und deren Saize als auch verschiedene organische Puffersysteme wie Citratpuf- 
fer. Succinat puffer, Tartratpufer, Fumaratpuffer, Glyconatpuffer, Gxalatpuffer, Lactatpuffer und Acetatpuffer 
offenbart worden, in Verbindung mit verschiedenen pharmazeutischen Tragerstoffen wie Wachse, Natrium- 
carboxymethylcellulose, Garboxyvinylderivate und Wasser (EP-A-0 080 879). 

Diese letztgenannten als auch die vorhergenannten Interferon-stabillsierenden Komponenten sowie vor 

25 allem die Zusammensetzungen der pharmazeutischen Formulierungen und deren Anwendungsmodalitaten - 
(z.B. EP-A-0 162 332) sind grundsatztich verschieden von der vorliegenden Erfindung und mit dieser nicht 
vergteichbar. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es. eine Tragermatrix fur hochgereinigtes Interferon alpha, 
speziel! fur rekombinant hergestelltes IFN alpha zu finden, die mindestens den obig aufgezahlten Ahforde- 

30 rungen entsprechen und zum anderen eine sowohl unter herstellungstechnischen als auch unter okonomi- 
schen Gesichtspunkten so gunstig wie mogliche, d.h. einfache Zusammensetzung. aufweisen soltte, ohne 
eine EinbuiSe einer geforderten optimalen Wirksamkeit des in der Tragermatrix enthaltenen biologisch 
aktiven Wirkstoffes IFN alpha zur topischen Anwendung zu bewirken. Durch die vorliegende Erfindung 
wurde dieser Aufgabenkomplex dadurch gelost, da/J Hydroxyathylcellulose und Gelatine in bestimmten Mi- 

35 schungsverhaltnissen miteinander vereint wurden und somit ein Trager und Stabillsator fQr IFN alpha ge- 
schaffen werden konnte. der die oben beschriebenen Anforderungen nicht nur erfOllt, sondern uberra- 
schenderweise dem IFN alpha eine besonders stabile biologische Aktivitat verleiht und somit bestens fur 
die topische Anwendung von hochgereinigtem insbesondere uber rekombinante DNA-Technologie herge- 
stelltem IFN alpha geeignet ist. 

40 Ein weiterer Vorteil dieser Erfindung besteht darin, da/J der gefundene Trager/Stabilisator-Komplex frei 
von Human Serum Albumin ist. das bekannterweise und insbesondere bei der topischen Anwendung 
gerade uber langere Zeitraume zu lokalen Immunreaktionen bis zu Allergosen fuhren kann. Die vorliegende 
Erfindung bezieht sich daher auf eine verbesserte pharmazeutische Formulierung fGr die topische Anwen- 
dung von IFN alpha. Erfindungsgemafl wurde dabei festgestellt, dafl beide als Trager und Stabllisator 

45 fungierenden Einzelkomponenten zusammen, namlich Hydroxyathylcellulose und Gelatine, eine Qber das zu 
erwartende Mafi hinausgehende aktivitatserhaltende Wirkung auf IFN alpha ausQben, wobei gerade 
Berucksichtigung finden mufi, da/3 IFN alpha und interferone allgemein dafur bekannt sind. z.B. gegenuber 
physikalischen Einflussen. instabile Proteine zu sein -sowohl in "nackter" Form als auch inkorporiert in 
anderen Gelmatrizes (z. B. Moller B.R. et al., siehe oben), so dai3 den erfindungsgemaBen Zubereitungsfor- 

50 men uberraschend und in unvorhersehbarer Weise ein synergistischer Effekt hinsichtiich der Stabi- 
listatserhohung von IFN alpha eigen bzw. inherent ist. Somit dtent die Gelatine in der vorliegenden 
Erfindung nicht fur sich allein als stabilisierendes Mittel. sondem entfaltet erst im Komplex zusammen mit 
Hydroxyathylcellulose den festgesteilten und erstaunlichen synergistischen Stabilisierungseffekt fur IFN 
alpha, auf den sich diese Erfindung bezieht. 

55 
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Die e.-^ndungsgemaCen. topisch zu applizierenden pharmazeutischen Zubereitungsformen f jr [FN alpha 
werden vorzugswe.se als Vimsstatika angewendet, woDei der ttierapeutische Bnsas im dermalen nasalen 
ophthalmischen und intravaginaJen Bereich. z.B. bei Herpes labiaJis. Herpes genitalis inclusive Papilloma- 
Infektionen. Warzen und bei Herpes Zoster-lnfektionen, erfolgt. Der Anwendungsumfang umfa^t auch die 
5 topische Behandlung von Paracancerosen und Cancerosen. 

Gegenstand dieser Erfindung sind tooisch anzuwenrtftndfl 

_ 1- - — -w^v^i v^i 1,01 ly oiui 1 1 itil I tnit 

einer Stabilisieajng des dann enttiattenen Wirkstoffs Human Interferon alpha (IFN aipha) bestehend aus I 
einem irager und Stabilisator im Komplex fur den Wirkstoff. 2. einem Antiaahasionsmittel und 3 geqeben- 
falls sonstigen ubiichen Wirkstoffen wie Puffer und Salze. Feuchthalter, Konservierungsstoffe Penetra- 
10 tionsforderer, Vehikel. ' 

Ais Trager und Stabilisator fur IFN alpha werden bekannte Stoffe wie Cellulosederivate 
(Carboxymethylcellulose, Methylcellulose. Hydroxyprcpylmethylcellulose) sowie Polyvinylalkohole Polyvi- 
nylpyrrolidon. Polyacrylsaure-Polymerisate (Carbopoi® und Mischungen davon zusammen mit Gelatine 
sauer oder alkalisch aufgeschlossen, eingesetzt. Als bevor^ugter Trager und Stabilisator fur IFN alpfia wird 
15 Hydroxyathylcellulose mit einem Substitutionsgrad von 2.5 in bestimmten Mischungsverhaltnissen von 
jeweils 0.1 bis 2 Gew.% und Gelatine von 0.1 bis 10 Gew.%. jeweils bezogen aof das fertige Produkt benutzt 
Venvendet man Polyvinylalkohole sowie Polyvinylpyn-olidon. so werden bis 15 Gew.% hiervon eingesetzt' 
Damit wird eine besondere Stabilisierung speziell von IFN alpha erreicht, wie es auch die durchqefuhrt A 
Versuche uber das Stabilitatsverhalten beispielhaft belegen und wie es die in Abb. I bis 3 qezeiaterT 
Kuryenverlaufe, die einen Versuchszeitraum von 14 Wochen bei Lagertemparaturen jeweils von -10 +4 und 
+ 2I"'C umfassen. beispielhaft zeigen. 

Als Antiadhasionsmittel zur besseren Spreitung der Gele und als antiadhasive Fittrationshitfe konnen 
anionakbve. kationaktive sowie neutrale oberflachenaktive Substanzen benutzt werden vorzugsweise wer- 
den polyathoxyherte Sorbitan-Ester wie Polysorbat 20. 60. 80 benutzt.Als anorganische und organische 
-Pufferlosungen haben sich mit einem fur IFN alpha -Praparationen optimalen pH im Bereich von 6 5 bis 7 4 
Natnumphosphat-Puffer. Kaliumhydrogenphosphat-Natriumdihydrogenphosphat-Puffer sowie' Citro 
nensaurephosphat-Puffer, Kalium-Natrium-glirtamat-phosphat-Puffer und Succinat-Puffer bewahrt 

Fur die erfindungsgemafien IFN alpha haltigen Zubereitungsformen eignen sich Feuchthaltesubstanzen 
wie Glycenn. 1,2-Propylenglykol. Sorbrt, Butylengklykol sowie Polyole (z. B. Polyetiiylenglykol 400) 

Geeignete hautverlraglicfie Konserviemngsstoffe sind z. B. p-Hydroxybenzoesaureester (Nipa-Ester) 
vorzugswe.se p-Hydroxybenzoesauremethylester: des weiteren Benzoesaure. Sorbinsaure. Chlorhexidindi- 
gluconat. Benzalkomumchlorid und Hexadecyltrimethylammomumbromid (CetrimoniumbTOmid) 

,r...f!l '™ alpha 2 kompatibler Penetrationsforderer ist bis zu 50 Gew.% Dimethylsulfoxid - 

(DMSO). 

35 Als Vehikel ist bei nichtalkoholischen Hydrogelen Wasser bestens geeignet. 

Geeignete pharmazeutische Formen fur die topische Anwendung auf der Haut. im Auge oder in der 
Nase Oder sonstgen Korperhohlen sind z. B. Hydrogele. Diese enthalten im allgemeinen 0 I bis 2 0 Gew %^ 
sovvohl an Gelatine als auch an Cellulosederivaten und/oder Polyvinylalkohole. Polyvinylpyrrolidon odM 
Polyacrylsaure -Polymerisate. wobei die Vertnaltnisse je nach gewunschter Viskositat aufeinander abqe- 

40 stinnmt werden mussen. Ven^endet man Polyvinylalkohole oder Polyvinylpyrrolidon. so konnen hiervoTbis 
zu 15 Gew. /o erforderlich werden. Im Falle der Fertigung von Vaginalkugein ist der Anteil an Gelatine bis auf 
lU tlew.^ zu erhohen, ebenfalls in Abhangigkeit von der gewOnschten Viskositat. 

In den folgenden Beispielen wird die Herstellung von topisch anzuwendenden pharmazeutischen 
Zubereitungsformen zur Stabilisierung des darin enthaltenen IFN alpha im Detail beschrieben die sich 

45 gemaB der vorliegenden Erfindung in der Hauptsache aus Celluloseerivaten und Gelatine An- 
tadhasionsmrtteln sowie dem darin enthaltenen Wirkstoff IFN alpha und verschiedenen Zusatzstoffen 
zusamrT>ensetzen. Es wird jedoch vorausgesetzt. dafi viele Modifikationen und Verandemngen durchfuhrbar 
s.nd und den Gegenstand der Erfindung einschliefien. ohne sich von dem dieser Erfindung zugrundeliegen- 
den Umfang zu entfemen. und da£ die aufgefuhrten Beispiele die Erfindung nicht einschranken 

so In den Beispielen bedeuten: 

Nipagin M = p-Hydroxybenzoesauremethylester, 
Polysorbat 20 = Polyoxyethylen(20)sorbitanmonolaurat (Tween®20): 
Polysorbat 60 = Po(yoxyethylen(20)sorbitanmonostearat (Tween®60). 
55 Polysorbat 80 = Polyoxyethylen(20)sortibanmonoo(eat (Tween«)80). 

Benzalkoniumchiorid = Mischung aus Alkyldimethylbenzyiammoniumchloriden mit Alkylgruppen von 8 bis 
\a Konlenstoffatomen, 
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Cetrimoniumbromid = Hexadecyltrimethyiammoniumbromid, 

3,2 " to' I.E. lnterferon-alpha-2-arg entsprechen I mg dieser Substanz. 



Beispiel 1 (Hydrogei) 



In 100 g Gelsubstanz sind enthaiten : 

IFN alpha 2 1 x 10^ IE 

Nipagin M 0, 20 g 

Gelatine, Bloom 160-200 0, 50 g 

NaCl 0,48 g 

KCL 0,012 g 

NaH^PO^ X 2 H^O 0,0593 g 

K2HP0^ X 3 H2O 0,0407 g 

Glutaminsaure-Na x H^O 0, 0636 g 

25 Polysorbat 20 0, 1 g 



Hydroxyathylcellulose ( 2 . B . 
Natrosol^ 250 HX) 
Wasser, deionisiert ad 100 g 96,7944 g 



Natrosol^ 250 HX) 1,75 g 



Die Praparation des IFN alpha 2 -Hydrogels erfoigt dadurch, dafl Nipagin M in 80*0 heiflem Wasser 
gelost und die Losung anschliefiend auf Raumtemperatur (RT) abgekuhtt wird, wobei wahrend der 

35 Abkuhlphase die Gelatine in diese Losung eingebracht wird. Nach der vollstandigen Losung der Gelatine 
werden bei RT konsekutiv NaCI, KCL, NaHjPO, * 2H3O, KjHPO* " 3 HjO, Glutanninsaure-Na ' HjO sowie 
Polysorbat 20 zu dieser Losung dazugegeben. Nach anschlieOender Sterilfiltration wird mikrobiologisch 
reine Hydroxyathylcellulose eingestreut und die Losung unter ROhren wieder auf 80**C erwarmt. Nach dem 
Abkuhlen auf RT wird unter vorsichtigem Ruhren die salzsaure. I % Polysorbat-haltige IFN alpha 2 -LOsung, 

4G bestehend aus einem in 0.0! N HCI gelostem IFN alpha 2 -Lyophllisat, dazugegeben und honnogen verteilt. 
Die Abfuliung dieses Gemisches erfoigt unter laminaren Air-flow-Bedingungen in sterile Aluminium-Tuben. 
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Beispiel 2 (Hydrogel) 

In 100 g Gelsubstanz sind enthalten : 

- IFN-aIpha-2 1 ^ 10^0 ^_ 

- Hydroxyathylcellulose 
(z. B, ^^TatrosoI^ 250 HX) 2, 0 g 

- Gelatine, Bloom 160 - 200 0, 1 g 

- ^^Cl 0, 35 g 

- Na^HPO^ X 2H2O 0,16 g 

- ^^2^^4 0^09 g 

- 1, 2-PropylengIykol 10,00 g ^ 

- Polysorbat 80 0, 1 g ' 

- Benzalkoniumchlor id 90 % 0,02 g 

- Wasser deion. ad 100 g 

25 Die Herstellung des IFN-alpha 2-Hydrogels erfolgt dadurch. 6aB Benzalkoniumchlorid bei 30° C in dem 

Wasser gelost wird. anschlieCend wird bei RT das Propylenglykol zugesetzt und die Gelatine in die Losung 
eingebracht Nach vollstandiger Losung der Gelatine werden bei RT nacheinander NaCI, Na^HPO. ^ 2H^0 
KH,PO. sowie Polysorbat 80 dazugegeben. Nach erfolgter Stenlfiltration wird mikrobiologisch reine Hy- 
droxyathylcellulose eingestreut und die Losung unter Ruhren 20 Min. auf 80° C erwarmt. Nach dem 
Abkuhlen auf RT wird unter vorsichtigem Ruhren die saJzsaure, poIysorbathaJtige IFN-aipha-2-L6sung 
bestehend aus einem in O.OiN HCI und O.t % Polysorbat 80 gelostem IFN-aipha-2-LyophiIisat. dazugegeben 
und honnogen verteiit Die Abfullung dieses Gemisches erfolgt unter laminaren Air Flow-Bedingungen in 
sterilen Alum in I urn tu ben. 
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Beispiel 3 (Hydrogel) 

In 100 g Gel-Substanz sind enthalten : 
- lFN-alpba-2 1 TT 



1 X 10" I, E. 



45 



- Hydroxyathylcellulose 
(z. B, Natrosol^ 250 HX) i^q 



50 



55 



g 
g 
g 

5,0 g 

0,24 g 

- Chlorhexidindigluconat q, 05 g 

- IN-NaOH (ad pH 6,0) 

- Wasser, deion. ad 100,0 g 



- Gelatine, Bloom 160 - 200 ^,0 

- Polysorbat 20 

- Glycerin 

- Bernst einsaure 
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Die Hersteilung des lFN-alpha-2-Hydrogels erfoigt dadurch, daB Chlorhexidindigluconat, Glycerin und 
Gelatine bei ca. 30" C in Losung gebracht werden. Anschlie/3end wird Bernsteinsaure zugesetzt. mit IN 
NaOH auf pH 6.0 eingestellt und Polysorbat 20 zugegeben. 

Dann wird mikrobiologisch reine Hydroxyathylcellulose eingestreut und die Losung unter Ruhren 20 
5 Min. auf 80°. C en/varmt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird unter vorsichtigem Ruhren die salzsaure, 
polysorbathaltlge IFN-aipha-2-Losung dazugegeben und honnogen verteilt. Die AbfGllung erfoigt wie bei 
Beispiel I und 2. 



70 



75 



Beispiel 4 (Hydrogel als Nasengel) 
In 100 g Gel-Substanz sind enthalten : 



20 



25 



30 



35 



40 



IFN-alpha-2 

Hydroxypropylmetliylcellulose 



1 X 10^ 



(z, B. Methocel Premium) 


0,1 


g 


- Polysorbat 60 


0,1 


g 


- Gelatine, Bloom 160 - 200 


0, 5 


g 


- Sorbitlosung 70 % 


2,0 


g 


- Citronensaure x H2O 


0,130 


g 


- Na^HPO^ X 2 H^O 


0, 30 


g 


- NaCl 


0, 5 


g 


- Benzalkoniumchlor id 90 % 


0, 02 


g 


- Wasser deion. 


ad 100 


g 



Die Hersteilung des IFN-a!pha-2-Hydrogels erfoigt dadurch, da3 in 40** C warmem Wasser die 
Hydroxypropylnnettiylcellulose unter Ruhren gelost wird. Anschliefiend wird auf RT abgekuhlt. wahrend der 
Abkuhlphase wird Gelatine in die Losung eingebracht. Nach erfolgter Losung werden nacheinander 
eingetragen: Benzalkoniumchlorid, Sorbitlosung, Citronensaure, Di-Na-Hydrogenphosphat, NaCt und Poly- 
sorbat 60. In das fertige Gel wird bei RT unter vorsichtigem Ruhren die salzsaure. I % Polysorbat-haltige 
IFN-alpha-2-Losung eingebracht und homogen verteilt.Die AbfUllung erfoigt unter Laminar-Air-Flow-Bedin- 
gungen in sterile Alunninium-Tuben. 
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^eispiel 5 (Hydrogei ais Augengei: 



In 100 g Gel-Substanz sind enthalten; 





-IFN'alpha-2 


1 X 10® I 




10 


-Polyacrylsaure (MG: ca. 3 Mill.) 


0,1 


g 




-Gelatine, Bloom 160 -200 


0, 3 


g 




-Polysorbat 20 


0,1 


g 


75 


-Sorbitldsung 70 % 


2, 0 


g 




-Glycerin 


1,0 


g 




-NaCl 


0,1 






g 


20 


-Cetr imoniumbromid 


0, 01 


g 




-IN-NaOH (ad pH 7,4) 







-Wasser deion. 



100 



D,e Herstellung des lFN-alpha-2-Hydrogels erfolgt dadurch, da£ die Polyacrylsaure und Gelatine In 
25 bei RT gelost wird, anschliefiend werden nacheinander Sorbitlosung. Glycerin NaCI 

Cefrimoruumbromid und Polysorbat eingetragen. Nach vollstandlger Losung wird steril firtriert und unte^ 
Ruhren be. RT auf ca. pH 7.6 mit Natronlauge eingestellt, dabei tritt die Gelierung ein. In dieses Gel wird 
be, RT dann unter vorsichtigem ROhren die salzsaure (O.OOIN), I % Polysorbat-hattige IFN-alpha-2-Losunq 
e,ngebracht und homogen verteilt. Die Abfullung erfolgt wie in den bisherigen Beispielen unter LarT,inar-/>S 
How in stenle Aluminium-Tuben. a k «ii 



Beispiel 6 (Ovula) 

In 100 g Ovula-Masse sind enthalten: 

40 





-IFN-aipha-2 


1 X 10® 


I.E. 




-Hydroxyathylcellulose 


0,1 


g 


45 


-Gelatine, Bloom 160 -200 


10, 0 


g 


50 


-JTa^HPO^ X 2H2O 
-KH^HPO^ 
-Polysorbat 20 
-Glycerin 
-Wasser deion. 


0,16 
0, 09 
0,1 
57, 0 
ad 100 


g 
g 
g 
g 
g 
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Die Herstellung der IFN-alpha-2-Ovuta erfolgt dadurch. dafl die Hydroxyathylcellu lose zusammen mit 
der Gelatine im Glycerin-Wassergemisch, welches schon Na3H P0« ' 2HjO, KH,PO, sowie Pofysorbat 
enthalt bei ca. 40-50°C gelost wird. Im noch viskosen Zustand {bei ca. 37-40°C) wird die I % Polysorbat- 
haltige, saizsaure (O.OOIN) IFN-alpha-2-Losung vorsichtig eingeriihrt und die Los ung sofort zur Erstarrung in 
5 geeignete, gekuhlte Formen ausgegossen. 



Beispiel 7 {Stabilitatstests. Hydrogel ohne Gelatine-vs. mit Gelatine-Zusatz) 



In iOO g Gelsubstanz sind enthalten; 



-IFI^-alpha-2 1 x 


10^ I.E 




1 X 10^ I.E 




-Nipagin M 


0,2 


g 


0, 2 


g 


-Gelatine , Bloom 160 - 200 






0, 5 


g 


-NaCl 


0, 48 


g 


0, 48 


g 


-KCl 


0, 012 


g 


0, 012 


g 


-Na2HPO^ X 2E^0 


0, 086 


g 


0,086 


g 


-KH^PO^ X 3H^0 


0, 012 


g 


0, 012 


g 


-Polysorbat 20 


0,1 


g 


0,1 


g 


-Hydroxyathylcellulose 


2, 0 


g 


2,0 


g 



-(z, B. Natrosol^ 250 HX) 
-Wasser deion. ad 100 g 

30 

Die punktierten Kurven in Abb.l bis 3 beschreiben den Stabilitatsverlauf eines IFN-alpha-2-Hydrogeles 
obiger Zusammensetzung ohne Gelatine-Zusatz, die durchgezogenen Kurven mit Gelatine-Zusatz abgefOllt 
•in Alunainium-Tuben. Jeder Punkt stellt den Mrttelwert aus 6 Bestimmungen dar. Die Bestinnmungen wurden 
35 mit dem ELISA-Test durchgefuhrt. 

In Abbitdunq I ist der Stabilitatsverlauf bei Minus IO°C Lagerung, in Abbildunq 2 bei Plus 4'*C Lagenjng 
und in Abbilduno 3 bei Plus 2I*'C Lagerung, jeweils vergleichend, wiedergegeben. 

Das Stabilitatsverhaiten wurde uber einen Zeitraum von 14 Wochen (= 3 1/2 Monate) verfolgt. Dabei 
konnte erstaunlicherweise und vollig unerwartet festgestellt werden, dafl nnit zunehmender Lagertemperatur 
-«? die Stabilitatsunterschiede deutlicher wurden. Bei Summation der biologischen Stabilitatsergebnisse uber 
den gesamten Zeitraum von 14 Wochen und Biidung des arithnnetischen Mittels (x) der Werte (n = II) ergibt 
sich das in der fotgenden Tabelle dargestellte Bild, wobei ein Wert von I0»0 entsprechend 10" I.E. IFN-alpha- 
2 pro 100 g, als 100% Aktivitat gesetzt wurde: 
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10 



20 



Lager- 
t empe- 
ratur 



-lO-C 
+ 4°C 
+ 21°C 



Hydroge 1 
ohne Gelat inezusat z 



X (11) =8,49 (= -15%) 
X (11) =7.52 (= -25%) 
X (11) =5.67 (= -43%) 



Hydroge 1 
mit Gelat inezusatz 



X (11) = 9. 72 (= -3% ) 
X (11) = 9,97 (=+/-o) 
X (11) = 8.87 (=-11%) 



Di f- 
f er enz 



12% 
251 
3 2% 



Aus dieser Tabelle kann man deutlich die stabilisierende Wir^ung der Kombination von Hv- 
droxyathylcellulose und Qelatine ablesen. Bei einer Lagerung im Kuhlschrank (= plus 4°C) konnte prak^- 
sch ke.ne Abnahme der Aktivitaf nach 3 1/2 Monaten der Formulierung mit Gelatinezusatz festgesteli 
werden. wahrend die Formulierung ohne Gelatinezusatz einen Abfall von ca. 25 % zeiqte Kuhi^ 
schranktemperatur steitt dabei eine praktlkable Lagemng fur ein Handelspraparat dar. Bei einer Ugerunq 
bei 2I»C war em Aktivitatsverlust der Formulierung ohne Gelatinezusatz InnertiaJb des Lagerzeitraumes von 
3 1/2 Monaten auf fast die Halfte des Ausgangswertes festzustellen. wahrend die erfindungsgemaBe 
Formulierung mit Hydroxyathylcellulose und Gelatine innerhalb dieses ZeitrBumes nur einen Akti- 
vitatsverlust von 11% aufwies, was einer relativen Stabilitatserhdhung von IFN alpha 2 von uber 30% 
gleichkommt. 

Ein weiterer Lagerungsversuch uber 44 Wochen (10 Monate) einer Zubereitungsform nach Beispiel I 
abgefullt in Aluminiumtuben mit Innenschutzlack, zeigte im Elisatest bei Lagertemperaturen von 4'C und 
21 °C keinen Aktivitatsabfall gegenuber dem Anfangswert. 



Lager temper at ur 


Hydrogel gemai3 Bei spiel 1 




Anfangswert 


Endwert nacli 10 Monaten 




X (6) 9, 5 


X (6) 11,0 


+ 21"C 


X (6) 9,6 


X (5) 9,6 



Anspriiche 

^5 i- Pharmazeutische Zuberertungsformen fOr die topische Anwendung enthaltend Interferon alpha, 

dadurch gekennzeichnet. daB diese als Trager und Stabilisator fur das Interferon alpha 

L Cellulosederivate. Polyvinylalkohole. Polyvinylpyrrolidon oder Polyacrylsaure-Potymerisate oder Mi- 
schungen davon und 

2. Gelatine, sauer oder alkalisch aofgeschfossen, 
so sowie zusatziich ein Antiadhasionsmrttel und, gegebenenfalls. weitere ubiiche Hitfsstoffe enthalten 

2. Pharmazeutische Zubereitungsformen fOr die topische Anwendung enthaltend Interferon alpha nach 
Anspruch I. dadurch gekennzeichnet. daB diese ein Hydrogel sind und als Trager und Stabilisator fur das 
Interferon alpha 

• I- Cellulosedenvate. Polyvinylalkohole. Polyvinylpyrrolidon oder Polyacrylsaure-Polymerisate oder Mi- 
55 schungen davon und 

2. Gelatine, sauer oder alkalisch aufgeschlossen. 

sowie zusatziich ein Antiadhasionsmrttel und. gegebenenfalls. weitere ubiiche Hiifsstoffe enthalten. 
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3. Pharmazeutische Zubereitungsformen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 6aB diese als 
Trager und Stabiiisator Hydroxyathylcelluiose und Gelatine enthaltenjeweils in einer auf das fertige Produkt 
bezogenen Menge von O.I bis 2.0 Gew.7o. 

4. Pharnnazeutische Zubereitungsformen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dai3 diese als 
5 Trager und Stabiiisator Hydroxyathylcelluiose und Gelatine enthalten, wobei die auf das fertige Produkt 

bezogene Menge an Gelatine von 0,1 bis 10 Gew.% betragt. 

5. Pharmazeutische Zubereitungsfornnen nach einem der Anspruche I bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafl das Antiadhasionsmittel aus anionaktiven, kationaktiven oder neutralen oberflachenaktiven Substanzen, 
vorzugsweise aus polyathoxylierten Sorbitan-Estern besteht. 

70 6. Phanmazeutische Zubereitungsformen nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet. 
da/J das darin enthaltene Interferon alpha aus einer Zellkultur erhaiten wird, die mit einer fur Human 
Interferon alpha codierenden DNA-Sequenz transformiert wurde. 

7. Pharmazeutische Zubereitungsformen nach einem der Anspruche I bis 6. dadurch gekennzeichnet, 
daB diese als zusatzliche Hilfsstoffe ein Puffersystem fur einen pH-Bereich von 6,0 bis 7,4, Feuchthaltesub- 

75 stanzen, hautvertragliche Konservierungsstoffe. Interferon alpha - kompatible Penetratlonsforderer und ein 
Vehikel enthalten. 

8. Pharmazeutische Zubereitungsformen nach Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet, da/3 es als Feuch- 
thaltesubstanzen Glycerin, 1,2-Propylenglykol. Sorbit. Butylenglykol, ein Polyol wie Polyethytenglykol 400 
Oder ein Gemisch davon enthait. 

20 9. Pharmazeutische Zubereitungsformen nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. dai3 der fur 
Interferon alpha kompatible Penetrationsforderer bis zu 50 Gew.% Dimethylsulfoxid ist. 

10. Anwendung von pharmazeuttschen Zubereitungsformen nach Anspruchen I bis 9. dadurch gekenn- 
zeichnet. dafl diese sowohl als Virusstatika im dermaten. nasalen. ophtalmischen und intravaginaien Bereich 
bei Herpes labialis, Herpes genitalis inclusive Papilloma-lnfektionen. Warzen und bei Herpes Zoster- 

25 Infektionen als auch zur topischen Behandlung von Paracancerosen und Cancerosen eingesetzt werden. 

11. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungsformen gemafl Anspruch I fur die topi- 
sche Anwendung mit Stabilisierung des darin enthaltenen Interferon alpha, dadurch gekennzeichnet, 6aB 

a. Gelatine, in einer auf das fertige Produkt bezogenen Menge von 0,1 bis 2,0 Gew.% in bis zu 80°C 
heiflem Wasser gelost wird und in diese Losung das Antiadhasionsmittel zugegeben wird, 

30 b, in diese Losung gegebenenfalls Konservierungsmittel und Feuchthalter, Salze. Puffersysteme und 

Penetrationsforderer eingebracht werden, 

c. in diese Losung bei bis zu 80"C Hydroxyathylcelluiose Oder Carboxymethylcellulose, Methylcellu- 
lose, Hydroxypropyimethylcellulose. Polyvinylalkohoie. Pofyvinyipyrrolidon, Polyacrylsaure oder ein Gemi- 
sch davon vorzugsweise in einer auf das fertige Produkt bezogenen Menge von 0,1 bis 2,0 Gew.%, bei 

35 Polyvinylalkoholen Oder Polyvinylpyrrolidon bis zu 15 Gew.%. eingebracht werden, 

d. Interferon alpha in einer Menge von I ' 10' bis I ^ 10'** IB100 g fertiges Produkt, darin homogen 
verteilt und diese Mischung steril abgefGllt wird. 

12. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungsformen gemafi Anspruch I fur die 
intravaginale Applikation, dadurch gekennzeichnet, da/3 

40 a- Hydroxyathylcelluiose in einer Menge von 0,1 bis 2,0 Gew.% zusammen mit Gelatine in einer 

Menge bis zu 10 Gew.% ber Temperaturen bis zu eO-'C in einem Wasser-Glycerin-Gemisch gelost werden. 
und 

b. bei einer Temperatur von 40 bis 50°C die Polysorbat-haltige salzsaure IFN alpha-Losung 
vorsichtig eingeruhrt und 

c. diese Losung sofort in geeignete Formen ausgegossen wird. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten: AT, GR, ES 

1.) Verfahren zur Herstellung pharmazeutischer Zubereitungsformen fur die topische Anwendung enthaf- 
50 tend Interferon alpha und Trager und Stabilisatoren fur Interferon alpha, desweiteren Antiadhasionsmittel 
und, gegebenenfalls, weitere Hilfsstoffe, dadurch gekennzeichnet, dafl 

a. Gelatine, in einer auf das fertige Produkt bezogenen Menge von 0,1 bis 2,0 Gew.% in bis zu SO^C 
heiCem Wasser gelost wird und in diese Losung das Antiadhasionsmittel zugegeben wird. 

b. in diese Losung gegebenenfalls Konservierungsmittel und FeuchthaJter, Saize. Puffersysteme und 
55 Penetrationsforderer eingebracht werden, 
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c. in diese Losung t>ei bis zu 80 ""C Hydroxyathylcellulose Oder CaJt>oxymethylcellulose, Mettiylceilu- 
iose, Hydroxypropylmemylceliulose. Poh/vinylalkohole. Pol'Ainylpyrrolidcn. Polyacrylsaure oder ein Gemi^ 
sch davon vorzugsweise in einer auf das fertige Produkt bezogenen Menge von 0.1 bis 2,0 Gew.% bei 
Polyvinylalkohoten oder Polyvinyipyrrolidon bis zu 15 Gew.%, etngebracht werden. 
5 d. Interferon alpha in einer Menge von I * 10* bis 1 ^ 10^ IE/100 g fertiges Produkt. darin homoqen 

verteilt und diese MIschung steri! abgefullt wird. 

2. Vflrfahron 7i ir H«rc:t«lli mn \»r\r\ r>ho ri-ri -j ->>r-i. .fi' c-^Kr^r^ "7. . u --^ x . . n . ..... 

y , — *-u.k-ro. ^;^.tuMyi(uhrrtt;i I yariiau Mfispnjcn I fUr die 

intravaginaie Applikation, dadurch gekennzeichnet, da/3 

a. Hydroxyathyfcellulose in etner Menge von OJ bis 2.0 Gew.% zusammen mit Gelatine in einer 
w Menge b.s zu 10 Gew.% bei Tenaperaturen bis zu 60°C in einem Wasser-Glycerin-Gemisch gelost werden 
und 

b- bei einer Temperatur von 40 bis 50 °C die Polysorbat-hartige salzsaure IFN alpha-Losunq 
vorsichtig eingeruhrt und 

c. diese Losung sofort in geeignete Formen ausgegossen wird. 
/5 3.) Verfahren gemaB Anspruch I und 2, dadurch gekennzeichnet. 6aB als Trager und Stabilisatoren fur 

Interferon alpha Cellulosederivate und Mischungen davon zusammen mit sauer oder alkalisch aufge- 
schlossener Gelatine, als Antiadhasionsmittel anionaktive, kationaktive und/oder neutraie oberflachenaktive 
Substanzen. desweiteren anorganische oder organische Puffer fur einen pH-Bereich von 6,0 bis 7 4 
Feuchtehaltesubstanzen und gegebenenfalls Konservierungsstoffe und Penetrationsforderer eingearbeitei^ 
werden. 



20 



4. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. dafi als oberflachenaktive Substanzen 
polyatho>cylierte Sorbitan-Ester, als Puffer Natnumphosphat-Puffer. Kaliumhydrogenphosphat- 
Natriumdihydrogenphosphat-Puffer, Zitronensaurephosphat-Puffer. Kali um - Natrium-g I utamat-phosp hat- Puffer 
und Succinat-Puffer. als Feuchthaftesubstanzen Glycerin. l.2-Propylenglykol. Sorbit. Butylenglykol. Polyole 
gegebenenfalls. als Penetrationsforderer Dimethylsulfoxid. und als Vehikel Wasser. sofem nichtalkoholische 
Hydrogele vohiegen. eingearbeitet werden. 
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Abbilduag 1 
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Abbildung 2 
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Abbildung 3 
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